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Therapeutic Targets in Chagas’ Disease: a Focus on Trypanothione Reductase

Abstract: The work of Carlos Chagas culminated with the description of the disease that bears his name. His
discovery reaches over a century. Since the first reports of this disease, many therapeutic approaches have
been developed intending treatment of the disease. However, to date, none therapy has proven to be enough
to cure the acute and chronic disease’s manifestations without severe adverse effects.

Several approaches relying on modern techniques including rational drug design from a potent prototype
compound, have achieved relative success. Different routes are used which the main objective is the
development of an effective therapy suitable for populations economically disadvantaged. This mini-review
highlights some classes of these therapies, mostly in the experimental stage, and discusses many approaches to
enzyme inhibition of the protozoan that have proved promising in the fight against Chagas’ disease. The specific
focus is the enzyme trypanothione reductase.

Keywords: Chagas’ Disease; Chagas’ Disease Therapy; Trypanothione Reductase.

Resumo

Os trabalhos de Carlos Chagas que culminaram com a descri¢do da enfermidade que leva seu nome datam de
mais de um século. Desde os primeiros relatos desta doenca inUmeras abordagens terapéuticas buscaram seu
tratamento. Contudo, até o momento nenhuma terapia revelou-se suficiente para combater as manifestacdes
agudas e cronicas desta doenga sem apresentar severos efeitos adversos.

Diversas abordagens terapéuticas apoiando-se em modernas técnicas, inclusive no planejamento racional de
farmacos, a partir de um potente composto protdtipo tém obtido relativo sucesso. Diferentes vias metabdlicas
do parasito sao utilizadas pretendendo-se o desenvolvimento de uma terapia mais apta a ser utilizada em
populagdes economicamente carentes. Esta mini-revisdo traz a luz algumas destas terapias, a maioria na fase
experimental, e discute algumas abordagens de inibicdo enzimatica do protozodrio que se revelaram
promissoras no combate a doenga de Chagas. O foco especifico é a enzima Tripanotiona Redutase.
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Panorama Global das Doencgas Negligenciadas

Histdrico da doenga de Chagas

Terapéutica da doenga de Chagas
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Alvos para o Desenvolvimento de Farmacos
contra a doen¢a de Chagas

4.1. A enzima Tripanotiona Redutase
4.2. Outros Alvos Enzimaticos do T. cruzi

5. Conclusoes

1. Panorama Global das Doengas
Negligenciadas

A Declaragdo do Milénio assinada em setembro de
2000 pelos lideres mundiais das Nagbes Unidas
estabelecia uma lista de metas visando a eliminacao
da extrema pobreza, fome e doenca no mundo até o
ano de 2015." A 62 meta consistia em “combater o
HIV-AIDS, maldria e outras doencas” e direcionava-se
especificamente ao impacto econdmico e de saude
das doencas negligenciadas." Por  doencas
negligenciadas entende-se enfermidades que afetam
bilhdes de pessoas nas partes mais pobres do
mundo.? Planos governamentais para combater a
AIDS, Tuberculose e Malaria sdo notdrios e dentre
estes destacam-se:> o Plano Norte-Americano
Presidencial Emergencial para a AIDS [U.S. President's
Emergency Plan for AIDS Relief], a Iniciativa Norte-

308

G International Year of
ANO

CHEMISTRY
AIQ| siaica 2011

QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

Americana  Presidencial contra Maldria [U.S.
President's Malaria Initiative], o Fundo Global de
Combate a AIDS, Tuberculose e Maldria e a Venture
de Medicamentos para a Maldria (MMV).

Contudo, programas para combater as “outras
doencas” explicitadas na 62 meta e, em particular,
doencas tropicais negligenciadas, ainda nao atingiram
0 mesmo aporte de recursos. Entre algumas das
iniciativas globais de colaboracdo cientifica com o
papel de criar, apoiar, integrar e coordenar esforgos e
diminuir o impacto econémico e social das doencas
negligenciadas se destacam: a Iniciativa de Farmacos
para Doencas Negligenciadas (DNDi — Drugs for
Neglected Diseases initiative), o Instituto de Saude do
Primeiro Mundo (iOWH — initiative One World Health)
e a Organizacdo Mundial de Saude através de seu
Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em
Doencas Tropicais (WHO/TDR - World Health
Organization/Special Programme for Research &
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Training in Tropical Diseases Research). Fundado em
1975, o TDR é patrocinado por um grupo formado
pelo Fundo Infantil das Nag¢des Unidas (UNICEF - The
United Nations Children's Fund), NacGes Unidas para o
Desenvolvimento  (UNDP -  United  Nations
Development Programme), Banco Mundial (The World
Bank) e OMS. Este programa especial possui a
participacao do Brasil ao abarcar as redes: de triagem
de compostos (compound screening network), de
identificacdo de alvos (drug target network), de
farmacocinética e metabolismo de farmacos (drug
metabolism and pharmacokinetics network), e de
quimica medicinal (medicinal chemistry network).*

As treze infec¢des mais comumente conhecidas
como doengas tropicais negligenciadas estdo listadas
na Tabela e sua abrangéncia global é apresentada na
Figura. Estas doencgas afetam, em sua maior parte,
individuos em situacdo de pobreza resultando em
incapacidade fisica a longo prazo.

Algumas observa¢bes importantes podem ser
obtidas a partir da interpretacdo da Tabela e da
Figura:

i. Existem extensas sobreposicbes geograficas e
coendemicidade nessas doengas;

ii. As populagdes de cada regido sdo infectadas com

[Va

diferentes parasitos ou apresentam simultaneamente
multiplas doencas negligenciadas.’

Por si so, este ultimo fator deveria fundamentar a
busca de agentes terapéuticos mais eficazes no
combate as doencas negligenciadas, contudo certos
fatores contribuem para que esta procura apresente
entraves do tipo: o desgaste socioecondmico dessas
populacBes,® a alta taxa de mortalidade dessas
doencas,’ e, a baixa perspectiva de retorno financeiro
as industrias farmaco-quimicas.’

Tomados em conjunto, estes fatores resultam no
dado de que menos de 1% de todas as novas drogas
desenvolvidas nos Ultimos 30 anos visam o
tratamento das doencas tropicais.®’

Essas décadas de obsolescéncia terapéutica
concomitante ao maci¢o problema de saude que as
doencas negligenciadas representam, tém requisitado
demasiados esforcos no ambito do desenvolvimento
de farmacos.> Por n3o serem alvos farmacéuticos
prioritarios, os financiamentos para a pesquisa bdasica
das doencas negligenciadas sdao canalizados a outras
enfermidades de menor prevaléncia, mas, com
impacto mais direto na América do Norte e na
Europa.’

Tabela 1. Lista das 13 maiores Doencas Tropicais Negligenciadas classificadas quanto a sua prevaléncia®

Prevaléncia Global

Populagdo em

Doenga L= . Regides de Prevaléncia
¢ (milhGes) Risco .
_— _— Sul e Leste Asiatico, llhas do Pacifico, Africa
ASEETCIEEE =u s g Subsaariana, india, China, América Latina e Caribe
Tricurfase 604 3.2 bilhdes Sul e Lesfte Aslatl.co, Ilhals.do Paqﬂco, Afr.lca
Subsaariana, India, América Latina e Caribe
. - Sul e Leste Asiatico, Ilhas do Pacifico, Afri
Ancilostomose 576 3,2 bilhGes ue es: € Asla I.Co als. ° ac.l Ico r.|ca
Subsaariana, India, América Latina e Caribe
Esquistossomiase 207 779 milhdes Africa Subsaariana, América Latina e Caribe
Filariose Linf4tica 120 13 bilhGes Sul e Leste Asiatico, IIha.s do Pacifico, Africa
Subsaariana
Tracoma 84 590 milhoes Meio-Leste e Norte Africano, Africa Subsaariana
Oncocercose 37 90 milhdes Africa Subsaariana, América Latina e Caribe
LT - S T G Sul Asidtico, Africa tSubsaariéna, india, América
Latina e Caribe
Doenca de Chagas 8-9 25 milhdes América Latina e Caribe
Hanseniase 0,4 Na(? Africa Subsaariana, india, América Latina e Caribe
Determinada
Trlpanqssomlase 0,3 60 milhdes Africa Subsaariana
Africana
Dracunculiase 0,01 Na{) Africa Subsaariana
Determinada
. . o . Ndo - .
Ulcera de Buruli Ndo Determinada . Africa Subsaariana
Determinada
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Figura 1. mapa de sobreposicdo geografica das doencas tropicais negligenciadas® conforme expressas na
Tabela.

Em resposta a esse quadro, parcerias como a
criacdo de centros académicos, a formacdo de
entidades sem fins-lucrativos™® ou o Programa de
Terapia para Doencas Raras e Negligenciadas (TRND)-
um fundo quinquenal de 24 milhdes de ddlares
anuais- tem sido especificamente enderecadas ao
desenvolvimento de farmacos para as doengas
negligenciadas.  Entretanto, existem aspectos
peculiares no processo de desenvolvimento de
farmacos para essas enfermidades, tais como:

i.  Baixo custo de produgdo;’
ii. Alta biodisponibilidade por via oral;?

iii. As reagbes adversas ao tratamento serem
toleraveis;>®

iv.  Possibilidade de administracdo com outras
drogas;’

v. Efetividade em poucas doses;’

vi. Promoc¢do da cura parasitolégica em casos
agudos e cronicos;’

vii.  N&o haver necessidade de hospitalizacdo para
sua administracdo.’
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A fase atual da terapia das doencas negligenciadas
contrasta com a doenca de Chagas, ou mais
especificamente, o controle dos seus vetores, cujas
atividades datam de 1940.'° Este, encontra-se bem
estabelecido desde a década de 70, num esforco
coordenado pelos paises do Sul da América do Sul
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai)
conhecido como Iniciativa do Cone Sul e apoiado pela
Organizagdo Mundial da Saudde. Um proeminente
resultado desta iniciativa foi a interrup¢do, ou a
drastica redugdo, da transmissdo do parasito pelo
inseto em extensas areas, como:*?

1) Uruguai (pais) 1997;

2) Chile (pais) 1999;

3) Brasil (seis estados) 2000;

4) Brasil (dois estados) 2001;

(dois

5) Argentina (quatro provincias) e Brasil

estados), 2002;
6) Paraguai (um departamento), 2003;

7) Argentina (duas provincias) e Brasil (dois estados),
2004;
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8) Brasil (um estado), 2005. No ano de 2006 o Brasil
atingiu o patamar de pais livre da transmissdo
pelo inseto.”

O resultado deste controle da transmissdo
demonstra dentre  outros  fatores: o
comprometimento dos sucessivos governos desses
paises com a eliminacdo dessa doenca; os claros
objetivos estabelecidos para atingir a eliminacdao da
transmissdo; os programas de doacdo de farmacos
(ou inseticidas); as pesquisas estratégicas inseridas
nos programas particulares de erradicacdo; e a
auséncia de resisténcia quimica (inseticidas ou
farmacos) nos organismos-alvo.

Contudo apesar dos esforcos envidados no
controle dos vetores, a necessidade de um maior
controle terapéutico da doenca de Chagas veio a
tona, uma vez que micro epidemias recentes tem
ocorrido sob diversas formas: devido a ingestdo dos
parasitos em alimentos (alimentos contaminados com
parasitos)™®; através da transmissdo congénita;"
pela contaminacdo de habitantes do pais devida a
fluxos migratorios;*®** por intermédio de modos
pouco convencionais de infeccdo (sexual, drogas
injetaveis, etc.);”” ou devido a pacientes imuno-
comprometidos pelo HIV serem coinfectados pelo
Trypanosoma cruzi.®

Se analisados conjuntamente, os dados
epidemioldgicos e os casos de recentes
contaminagdes, ambos remetem a conclusdo de que a
doenga de Chagas ndo é mais uma doeng¢a endémica,
transmitida por insetos e localmente confinada em
areas rurais, mas sim, uma doenga urbana com novos
meios de transmissdo, globalizados e com potencial
para se tornar uma ameaca internacional.">*°

Neste ambito, a presente revisdo discute
sucintamente alguns aspectos da doenca de Chagas
até seu centendrio, comemorado em 2009, e aponta
certas estratégias promissoras para o tratamento
farmacolégico desta enfermidade através da inibicdo
de enzimas do protozoario.

2. Histdrico da doenga de Chagas

Desde sua descoberta em 1909,%”?® a doenca de

Chagas tem afligido diversas popula¢des de diferentes
paises, sendo endémica no continente americano cuja
abrangéncia estende-se do sul da regido dos grandes
lagos na América do Norte (=46°N) ao sul da
Patagdnia (=46°S).%° O agente etioldgico da doenca de
Chagas é um protozoario flagelado pertencente a
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ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum e
espécie T. cruzi. Esta ordem filogenética abarca ainda
protozodrios do género Leishmania (também
patogénico ao homem) e a Crithidia fasciculata
(parasito de insetos, ndo-patogénico aos seres
humanos e modelo para os estudos de
tripanossomatideos).*

De um modo geral, a descricdo completa do ciclo
de vida do T. cruzi foi elucidada ha 100 anos.”
Contudo, permanecem divergéncias sobre as formas
de desenvolvimento deste protozoario.*! Sabe-se que
o ciclo de vida do T. cruzi envolve mais de um estagio
morfoldgico distinto® (Figura ).

Os insetos hematdfagos (sub-familia Triatominae,)
sdo responsaveis pela transmissdo da doenca de
Chagas para os hospedeiros mamiferos. Apds o
repasto sanguineo, estes insetos depositam suas fezes
contendo as formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas do protozodrio préximo ao orificio usado
para a succdo. Existem mais de 100 espécies de
insetos triatomineos no continente americano e
muitos desses sdo responsaveis pela manutencao do
ciclo selvdtico da doenca. No Brasil, os vetores mais
importantes para a doenca de Chagas sdo: Rhodnius
prolixus e Triatoma infestans.>

A entrada dos protozodrios nas formas
metaciclicas por lesdes na pele ou através de mucosas
resulta em posterior invasdao de células do
hospedeiro, tais como macréfagos, fibroblastos e
células musculares estriadas e lisas.”®** No sangue
periférico dos hospedeiros mamiferos, as formas
tripomastigotas sdo compostas de duas populacbes
pleomérficas  principais: a alongada e a
arredondada.* Apds a invasdo celular, as formas
tripomastigotas, em todas as cepas, sdo englobadas
no vacuolo parasitéforo, onde, sdo internalizados,
permanecendo um periodo, para, em seguida, se

diferenciarem a forma amastigota,28 sendo
posteriormente liberadas (Figura ).
A forma amastigota é a responsdvel pela

proliferagdo intracelular do parasito®®*! e, apds alguns
ciclos de replicagdo, estas se diferenciam novamente
nas formas tripomastigotas, que sdo liberadas,
podendo atingir a corrente sanguinea apds a ruptura
celular. Devido a sua motilidade, as formas
tripomastigotas sdo capazes de infectar outras células
ou tecidos, fechando o ciclo quando um triatomineo
nao infectado fizer seu repasto sanguineo (Figura ).
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Human Stages

Metacyclic trypomastigotes
penetrate various cells at biter
wound site. Inside cells they
transform into amastigotes.

Amasﬂgohes mult||:|ly,I
by binary fission in cells
of infected tissues.

Trypomastigotes
can infect other cells

and transform inlo
intracellular amastigotes

in e infection sites.
Clinical manifestations can
result from this infective cycle.

v :
@ Intracelular amasngules

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

Figura 2. Ciclo Bioldgico do T. cruzi
(Reproducdo de http://www.cdc.gov/parasites/images/chagas/AmerTryp LifeCycle.gif).

As trés fases principais da doenca de Chagas sao
definidas como manifestacdes agudas, indeterminada
e cronica da doenca. Em seres humanos, a fase aguda
inicia-se apds a infeccdo, compreendendo um periodo
de incubacdo dos protozodrios, onde os sintomas
persistem por cerca de dois meses, havendo,
especialmente em criangas,” uma taxa de mortalidade
entre 2 e 8% dos casos. Essa fase caracteriza-se por
alta parasitemia sanguinea e invasdo de diversos
tecidos, incluindo, eventualmente, o tecido
nervoso.”?® A primeira reagdo do sistema imunoldgico
ao T. cruzi é uma inflamag¢do mononuclear local
devido a ruptura das células parasitadas, sendo que
outras reagdes inflamatérias podem ocorrer.’

A despeito da forte reagdo imunoldgica® que
diminui a parasitemia sanguinea® apds a fase aguda,
0 protozodario tende a ndo ser eliminado. Segue-se
uma infecgao de novas células na qual, entre 20 e 50%
dos pacientes’ apresentam-se  assintomaticos,
caracterizando a fase indeterminada da doenc;a,28
ocorrendo apés 10 a 20 anos da infeccdo.*® A
manifestagdo posterior de sintomas cardiacos,
digestivos e neuroldgicos atribuidos a reagdes de
hipersensibilidade aos parasitos’ caracteriza a fase
cronica da doenga, sendo estas apari¢des clinicas
responsaveis também pela morbidade.”®*

3. Terapéutica da doenga de Chagas

Sendo uma enfermidade cujo relato cientifico faz-
312

se centenadrio, a doenca de Chagas possui, desde seus
primérdios, uma histdria de tentativas de controle
terapéutico. Essas experiéncias sdo divididas
historicamente em trés fases:*

I. 1909-1935. Neste momento apenas dois
trabalhos, e com resultados insatisfatérios,
foram publicados voltados a terapia da
doenca.’

II. 1936-1960. Corresponde a avaliacdo de
inimeras substancias quimicas (mais de 20
guimioterapicos e 30 antibidticos), extratos e
misturas de componentes com resultados
controversos e clinicamente questionaveis
contra o T. cruzi.* Destes, destaca-se o violeta
de genciana (Figura 3) atualmente ainda

de sangue.’

lll. 1961-Até o presente. Nesta fase os estudos
demonstram claramente, em modelos
experimentais de infec¢do em camundongos,
a eficdcia de certos compostos. Surgem
também os farmacos empregados na clinica
para o tratamento da doenc¢a de Chagas: o
nifurtimox lancado em 1967 e produzido pela
Bayer (3-metil-4-(5’-
nitrofurfurilideamino)tetra-hidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dioxido) e o  benzonidazol
manufaturado pela Roche a partir de 1972 (N-
benzil-2-nitroimidazol acetamida) (Figura 3).
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Violeta de Genciana

Benzonidazol

Nifurtimox

Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos citados no texto. O violeta de Genciana é um composto usado na
guimioprofilaxia dos bancos de sangue em regiGes endémicas (acima). Benzonidazol e nifurtimox sdo farmacos
usadas na terapia da fase aguda da Doenca de Chagas (abaixo)

Ambos os farmacos apresentam eficiéncia
terapéutica limitada, devido: a resisténcia de algumas
cepas;® a diferenca de susceptibilidade ao tratamento
entre individuos,® a qual é afetada pela idade do
paciente e por sua regido endémica;*’ & fase clinica
da doenca onde sdo administrados, sendo ambos
mais ativos na fase aguda;*® a dose e da duragdo do
tratamento; 3as rea¢des adversas, tais como:’
anorexia, perda de peso, alteragGes psiquicas,
manifesta¢des digestivas, sonoléncia ou excitacao,
nduseas, vOmitos, diarreia, hipersensibilidade,
dermatite, linfadenopatia. Devido a magnitude desses
efeitos adversos, desde 1980, o nifurtimox teve sua
comercializacdo descontinuada nos paises do Cone
Sul,’ enquanto que o benzonidazol continua a ser
usado na fase aguda da doenca.

Devido a pouca eficicia da (mono) terapia no
combate ao T. cruzi e acrescentando-se a este fato a
elevada incapacitacio e a significativa perda
econdmica de mao de obra nos paises afetados pela
doenga de Chagas, ha a patente necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento desta doenca.’ Esse desenvolvimento
deve ser focado no auxilio do controle, na prevengdo
e na evolugdo a formas cronicas da doenca de
Chagas.s'6 Assim, as mais diversas classes de
compostos tém sido testadas contra o parasito, sendo
algumas destas descritas em artigos de revisao
anteriores>®*?’. Ademais, nos Uultimos anos, os
guimicos medicinais tém empregado o planejamento
racional para o desenvolvimento de novos candidatos
anti-T. cruzi, o que, em tese, poderd incrementar o
ndmero de protdtipos promissores.*

Enguanto a populagdo de individuos com doenca
de Chagas aguarda o desenvolvimento de novos
guimioterdpicos mais eficientes e de menor
toxicidade para a eliminacdo do T. cruzi,®® surgem
estratégias, além da fdrmaco-quimica tradicional,
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focando a tentativa de reparar ou diminuir os danos
causados ao miocardio de pacientes com a forma
cronica cardiaca. Este procedimento utiliza-se do
transplante de células de medula éssea® e pode levar
a melhora funcional e da qualidade de vida tanto em
modelos experimentais,‘?’g'40 quanto nos pacientes
chagésicos.”™*

4. Alvos para o Desenvolvimento de
Farmacos contra a Doencga de Chagas

A andlise gendmica e protedmica do protozoario
causador da doenca de Chagas, T. cruzi*** datam de
2005.%° Nestes estudos, houve concomitante andlise
dos genes e das proteinas celulares presentes em
outros tripanossomatideos patogénicos.**** Estas
determinagbes revelaram novos alvos terapéuticos
hipotéticos para o tratamento da doenga, como a
trans-sialidase, a histidina amodnio-liase e a urocano
hidratase (enzimas capazes de converter histidina a
glutamato no metabolismo do parasito).”*** Estas
enzimas tiveram sua importancia retomada uma vez
que o tratamento quimioterdpico convencional e as
vacinas existentes sdao praticamente ineficazes.>*>**
Além disso, algumas destas enzimas, principalmente
as de rea¢Oes de oxidagdo-reducdo, s3o expressas,
predominantemente, na forma tripomastigota
metaciclica,®® o que torna a rota bioquimica viavel a
quimioterapia.

A remocdo de perdxidos toxicos e a manutencgdo
do nivel de tiol intracelular, fundamentais para as
reacbes de oxidacao-reducao, dependem de um
sistema constituido de um conjugado glutationa-
espermidina (Figura 4).”* Este conjugado é produzido
por enzimas do metabolismo da sintese de
poliaminas, sendo Unicas em alguns parasitos,*

313



Vo

tornando-os particularmente vulneraveis quando
estas enzimas sdo bloqueadas. Dos conjugados
poliaminicos pertencentes, exclusivamente, aos
tripanossomatideos (Leishmania sp., Trypanosoma sp.
e Crithidia fasciculata), a espermidina conjugada a

Pita, S. S. da R.; Pascutti, P. G.

duas moléculas de glutationa (GSH), denominada
tripanotiona (TS,, Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.), recebeu especial aten¢do por sua agdo
celular.*®

+ O
NH3 H + (@]
-OMN @) (@) e H (0]
o) i HN Spm M N/Y
/4 %s L Oxidagdo © O ¢ HN
Glu-I 4 y
Cys-l
. Reducao
HoN Tripanotiona Redutase *H,N
Cys-ll
SH
NH S
(0 0 H\/é o 0 L NH
0 N 0 ; N\/é
N p— 0 N 0
NH,* O Gly-II NADP*  NADPH + H* NH,* H 5

T(SH), (Tripanotiona Reduzida)

TS, (Tripanotiona Oxidada)

Figura 4. Reacdo de reducio catalisada pela enzima Tripanotiona Redutase (TR)’

4.1. A enzima Tripanotiona Redutase

Seguindo-se ao isolamento da tripanotiona (TS,),"

foi observada atividade enzimdtica nos extratos de
um parasito de insetos, C. fasciculata, que catalisava,
de modo dependente de NADPH, a conversao da TS,
(tripanotiona oxidada) a sua forma reduzida T(SH),
(tripanotiona reduzida, Figura 4).”* Em 1986, a
enzima Tripanotiona Redutase (TR) foi purificada,
caracterizada e comparada a enzima homdloga,
Glutationa Redutase, presente em seres humanos.*

Estudos recentes’®® mostram que o sistema
Tripanotiona Redutase-tripanotiona (TR/TS,)
encontra-se presente em outros organismos tdo
distintos dos tripanossomatideos como as algas
verdes flageladas (Euglena gracilis) e as amebas
patogénicas (Entamoeba histolitica e Naegleria
fowleri).

. . 1 -
Estudos de Biologia molecular’®® auxiliados por

anélises de Genética Molecular’>>®> mostraram que os
parasitos que possuem uma deficiéncia nas proteinas
da via de sintese da TS, ndo se desenvolvem
adequadamente num meio contendo espécies
oxidantes.”**?
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4.1.1. a relagdo entre Tripanotiona Redutase e
Glutationa redutase

Desde 1980, a Glutationa Redutase (GR) tem sido
extensivamente estudada por Schulz e
colaboradores.®® Assim, vérias informacbes foram
obtidas sobre sua estrutura e funcdo. A funcdo de
protecdo celular desempenhada nos seres humanos
pela glutationa (GSH) é substituida, nos parasitos,
pela tripanotiona reduzida (T(SH),), a qual sob
estresse oxidativo é convertida a tripanotiona (TS,,
Figura 4). De modo andlogo ao sistema humano, a TS,
é reciclada a T(SH), pela enzima Tripanotiona
Redutase (TR), tendo como cofator NADPH (Figura 4).
Estas analogias no mecanismo de catdlise e na
estrutura dos respectivos substratos tornaram o
sistema Glutationa Redutase-glutationa (GR/GSH) um
modelo inicial de estudo do complexo enzimdtico
presente nos tripanossomatideos.

Embora pertencam a familia das dissulfeto dxido-
redutases,55 ambas as enzimas, GR e TR, apresentam
elevada afinidade, alta eficiéncia catalitica e
exclusividade por seus respectivos substratos, i. e., a
TR tem seletividade por TS,, em detrimento da
glutationa, enquanto que a GR é seletiva para a
glutationa, em detrimento de TS,.**  Outras

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |307-324|



a)
b)

c)
d)

Pita, S. S. da R.; Pascutti, P. G. D‘/ q

semelhangas estruturais s3o apresentadas na Erro!  conservados.®® A Figura revela a sequéncia primaria
Fonte de referéncia ndo encontrada.. das estruturas da TR de diversos organismos e da GR
humana, onde os residuos substituidos permitem
maior acomodacdo do TS, e da glutationa,
respectivamente.

Esta exclusividade em relacdo aos substratos é
observada, a despeito de ambas as enzimas
apresentarem sitios ativos relativamente

Tabela 2. dados estruturais e cinéticos das enzimas glutationa redutase de Homo sapiens (GR) e tripanotiona-
redutase (TR) de T. cruzi*®

Dados GR TR
Classificag¢do Piridina nucleotideo-dissulfeto oxidoredutase (Classe 1)
Coenzima Flavina adenina dinucleotideo (FAD)
Doador de elétrons Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato reduzido (NADPH)
Estrutura oligomérica Homodimero
Subunidade Mr (excluindo FAD) 52 500 u.m. 53900 u.m.
N° de ammo.aados por 478 492
subunidade
Substrato natural Dissulfeto de glutationa (GSSG) Dissulfeto de tripanotiona (TS,)
Reacdo catalisada NADPH + GSSG - NADP+ + 2GSH NADPH + TS, - NADP+ + T(SH),
K (uM, valores absolutos)” 65 (GSSG) = ANEILICECE 5(_?_: )50 [EICEIEE
2
Keat (min'l)b 12 600 (GSSG) 14 200 (TS2)
Keor/Kny (M seg™) 3,1x10° 5,3x10°
K™ (NADPH)’ 9 5

K\ representa a afinidade da enzima pelo substrato.

K..: representa o nimero de reagdes que a enzima consegue converter seu respectivo substrato em cada sitio
ativo a cada ciclo.

keat/ Ky representa a eficécia catalitica da enzima.

Ky (NADPH) representa a afinidade da enzima pelo NADPH.

TR C. fasciculata MSRAYD
TR 7. congolense '-K'
TR 7. cruzi ‘K
GR M. sapiens AC RQ"‘PD“,G“P“AAGA\AS
10~ 20*
B0v 90v 100v 110v 120v 130v 140v 150v 160v
TR C. fasciculata .;AGFGWELDRES’v’RPNWKALIAAKNKAVSGINDSYEG‘EF\DTEGLTF‘!O"TGALCDNE'ZTVLVR.ESADP.‘Y"AVLE’H".‘":'ILLJ-.”‘Swpci
TR T. congolense C F+ ASTIKA* 2 A- - LD®- K¥&- D%- K- E- +++BEQKNV-T-- G- - -K-K 5 I
TR T¢ F-* TTL: AE 'K V-DE- - LN®-Kk#-E%-R-----E *W-S-ESKNV N
GR M. sapiens H' DY =-FPSCEGKF* RJI[-’FFFHAY hL ATEONN: lTK?H IEIIR- HA- FTSDPKPTI- VHgK}!iII\PH
90~ 100" - 1307 140" 150"
Gly-II
170v i80v 190v 200v 210v 220v 230v 240v 250v
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R-V-T- B Weussiecs siois o s PV- - K- T-C- *NNP K--V----DIM=--"N*

5
TR P s “P-P-RV-T F--V- “PKD- - -T-C-®-E---*---H K- - T----QIL-— K-

GR < DGF- Q- E L+ G- SVI- - A- - - AV+ M- - - LS L=——- SKTS- MI+H- KV- +S- - - MISTNC: - E- ENA- VE- LKFSQVKE
180~ 190~ 200~ 210~ 220" 230" 240" 250"

280v 230v 300v 310v 320v 330v 340v

EADYDVVMLAIGRVPRSQTLQLOKAGVEVAKNGAIKVDAYSK Tl\fD‘\!IYnAGD\«T./RVYLTPVAI\

LV -+ M- -L - TGY* * - QT -+ EF-R---P----- G I--m--
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Figura 5. Alinhamento sequencial multiplo entre as estruturas primarias da glutationa redutase humana (GR H.
sapiens) e da tripanotiona redutase (TR) dos tripanossomatideos C. fasciculata, T. brucei congolense e T. cruzi.
em negrito estdo mostrados Os residuos que interagem com os substratos enzimaticos; residuos idénticos ou
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homadlogos na GR e TR sdo apresentados em quadrados preenchidos; as substituicGes ndo conservativas entre
TR e GR s3o representando por estrelas>

Devido a sua fungdo catalitica semelhante, estas
enzimas possuem uma identidade de 41% em relagao
a sequéncia de aminoacidos®® (Figura 5). Sabe-se que
dos 19 residuos de aminodcidos relacionados a
ligacdo com a glutationa na GR, 14 sdo idénticos (ou
homalogos) aos residuos relacionados a ligagdo da TR
com a TS,”” (Figura 5). Deste modo, seria esperado
que a quimioterapia planejada para a inibicdao da TR
também afetasse a GR. Contudo, uma analise
pormenorizada comparando-se os sitios ativos pode
revelar o porqué dessa especificidade frente ao
substrato e da seletividade frente aos compostos
testados na terapia.

Uma comparacdo entre a superficie de potencial
eletrostdtico nos sitios ativos da GR e da TR mostra
gue a GR apresenta residuos que caracterizam um
sitio ativo mais positivo e hidrofilico do que o da TR
(Figura 6). Por outro lado, a TR tem um sitio mais
espacoso (20 A de comprimento, 15 A de
profundidade e 15 A de largura) e com uma regido

Tripanotiona Redutase

hidrofébica adjacente ao residuo E19°°’. Essas
caracteristicas fazem com que a GR tenha atracdo
elestrotatica por seu substrato natural que é menos
volumoso, mais hidrofébico e que tem carga total
igual a -2, mas que tenha repulsdo eletrostatica pela
tripanotiona (TS,) que é mais volumosa, mais
hidrofilica e que tem carga igual a +1 (Figura 4),
substrato natural da TR’ A figura 6 ilustra a
superficie de potencial eletrostatico calculada para as
enzimas TR e GR.

Na Tabela 3 estdo listados os residuos de
aminodcidos que compdem os sitios ativos da TR e da
GR. O TS, pode ser dividido esquematicamente em
sete monémeros (Figura 4, Glu-l, Cys-lI, Gly-I, SPM,
Gly-Il, Cys-Il, Glu-ll, Figura 7 e Tabela 3) que, no sitio
ativo da TR, interagem principalmente com: S15,
W22, V54, V59, 1107, S110, Y111, T335, 1339, H461',
P462', T463', S464', E466' e E467'>" As principais
interagdes entra as isoformas GR e TR com seus
respectivos substratos estdo mostradas na Figura 7.

Glutationa Redutase

Figura 2: Representag3o da superficie de potencial eletrostatico calculado pelo programa apbs™ das enzimas
tripanotiona redutase (esquerda) e glutationa redutase (direita). O sitio ativo encontra-se na fenda da regido
central das figuras
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Tabela 3. Residuos de aminodcidos que compdem o sitio ativo da glutationa redutase (GR) de H. sapiens e da
tripanotiona redutase (TR) de T. cruzi. os residuos diferentes nos sitios ativos das enzimas do parasito (TR) e da

isoforma humana (GR) sdo mostradas em negrito

55,57

Residuos da GR H. sapiens

Residuos do Substrato

@ Residuos da TR T. cruzi

Thr339, lle343, Arg347, His467’,

Pro336, 1le339, Gly459’, His461,

Thra76’ Ul Gluaes’
Ser30, Cys58, Val59, Val64, Cvs-l Val54, Tyrl11, Thr335, lle339,
Tyr114, His467’ ¥ His461’
Ala34, Arg37, Tyrll4 Gly-I Ser15, Leul8, Tyr111, lle339
i Som Leul?7, Glul8, Trp22, Ser110,
P Tyri11
Val54, Val Lys62, Ph
Lys67, Met406’, His467, Pro468, al>4, Val9, Lys62, Phesd6,
Thra69’ Glua72’ Glua73’ y-Glu-II Lys399, His461’, Pro462’, Thr463’,
! ! Ser464’, Glu466’, Glu467’
Leul10, Tyrl14, His467’ Cys-lI Val59, Ile107, His461’
lle113, Tyr114, Asn117 Gly-II lle107

(a) A ordem da sequéncia das cadeias do substrato segue a sequéncia apresentada na Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada..

Tripanotiona Redutase

?

Glutanotiona Redutase

Figura 7. comparagdo das interagdes nos sitios ativos entre substratos e enzimas. no Sitio ativo da TR ligada ao
TS, mostram-se as superficies de Van der Waals de alguns residuos hidrofébicos da TR (esquerda). as principais
interacdes no sitio ativo da GR ligada ao GSH est3o reveladas na figura da direita’

No cristal de TR da C. fasciculata, a cadeia
espermidina interage com uma parte do sitio ativo
que compreende os residuos W21 e M113.>* Neste
complexo, a M113 participa de intera¢des de van der
Waals com o substrato e o W21 localiza-se sobre a
cadeia espermidina auxiliando nos contatos entre

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |307-324|

enzima e substrato numa extremidade do sitio ativo.>
A estrutura da Tripanotiona Redutase de T. cruzi
(Figura 7), quando comparada com o modelo de C
fasciculata, reforcou® que esta regido hidrofébica é
atil na ligacdo das cadeias hidrofdbicas do substrato,
havendo uma complementaridade de carga entre
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enzima e ligante, que se estende para regides além do
sitio.

Relatou-se ainda que a flexibilidade da cadeia
lateral do W22 pode auxiliar no planejamento de
inibidores, juntamente com as interacbes de van der
Waals com os residuos 1107 e Y111 (Figura 7).
Ademais, esta comparacdao também revelou que a
regido hidrofdbica, formada pelos residuos L18, W22,
Y111 e M114* (Figura 7), interage com a cadeia
alifatica do substrato (Spm, Figura 4) e oferece uma
complementaridade de carga para além desta regido
do sitio.”® Esta regido hidrofébica foi acessada por
inibidores fenotiazinicos> e, recentemente, ressaltou-
se a interacdo do tipo cation-m entre a TS, e os
residuos hidrofdbicos (L18, W22, Y111 e M114) sendo
a maior contribuicdo hidrofébica oriunda da M114.>’

De posse das informagbGes provenientes da
estrutura do complexo TR/TS, em alta resoluc;éo57 e
conhecendo-se profundamente um modelo biolédgico
analogo (GR/GSH), o estudo de inibidores seletivos
para a TR visando o adequado tratamento das
tripanossomiases foi impulsionado.

4.1.2. Compostos Quimicos testados contra a
Tripanotiona Redutase

As abordagens mais recentes para o
desenvolvimento de farmacos cujo alvo seja o sistema
Tripanotiona Redutase/Tripanotiona dos parasitos
baseiam-se em trés principais vertentes:*®

[ER
10

O planejamento de inibidores da TR com base
na estrutura do substrato. Estes seriam
responsaveis pela deplecdo das espécies
protetoras contra a oxidacdo das células
(conhecidos como “substratos subversivos”);

292, O desenvolvimento de espécies que formem
radicais livres ou espécies que sejam capazes
de sequestrar ou oxidar a tripanotiona (TS,)
intracelular. Espécies formadoras de radicais
livres ligam-se ao sitio ativo da TR e sofrem
reducdo pelo NADPH gerando com O,
intracelular, anions radicais superéxidos.5
Exemplos de farmacos dessa classe com
aplicagdo na terapéutica antiparasitaria atual
sdo o nifurtimox e o benzonidazol (Figura 3).

32, O planejamento de inibidores especificos que
possam impedir a formagdo do dimero da TR
uma vez que se sabe que cada subunidade
proteica isolada é inativa® e que sua forma
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ativa é dimérica. Para tal acdo, derivados
peptidicos podem, em principio, agir como
inibidores alostéricos impedindo o
enovelamento proteico, evitando a unidao dos
monOmeros, ou ainda, atuando como
inibidores competitivos em relagdo ao
substrato, o que pode afetar o decurso do

processo patolégico ndo atingindo as
manifestacdes cronicas da doenca de
Chagas.®

Tomando a seletividade do sistema TR/TS, como
fator importante, o estudo de estruturas similares ao
substrato natural, diferindo apenas no numero de
ligacdes dissulfeto do sistema ciclico, demonstrou que
a existéncia de uma ponte dissulfeto (Figura 4) ou
trissulfeto é capaz de alterar o mecanismo de catalise
da TR, mas n3o o seu modo de ligacdo.”" O estudo de
uma outra série de andlogos da TS, variando a
extensdo das cadeias poliaminas (Spm, Figura 4) e as
extremidades das cadeias y—glutamil-cisteinas (y—Glu-
Cys, Figura 4), demonstrou que a TR possui uma
pequena preferéncia por espermidinas e que além
disso, s3o tolerados andlogos aromaticos.®

A determinagdo experimental da estrutura do
complexo Tripanotiona Redutase/Tripanotiona®’ e a
busca por inibidores com estrutura similar ao
substrato natural permitiram que alguns produtos
naturais fossem testados. Como exemplo, tem-se a
lunarina.”” As conclusdes deste trabalho, aliadas a
estudos realizados com inibidores triciclicos,”®*®
apontam o mecanismo proposto de inibicdo, onde as
extremidades catidnicas dos inibidores interagem
com dois residuos de glutamato da TR (E466’ e E467’,
Figura 7), enquanto que o sistema ciclico hidrofdbico
interage com os residuos de F*°¢, 3% e 1> (Figura
7).

O estudo da interagdo do nitrogénio quaternario
de derivados fenotiazinicos com os E466’ e E467’ da
TR resultou na descricdo do sitio formado pelos
residuos de H461’, E466’ e E467">° (Figura 7). Estudos
usando derivados alquil-aménio  quaternarios®
revelaram que o sitio possui a capacidade de interagir
com inibidores carregados positivamente. Este sitio
possui o residuo catalitico do sitio ativo com
capacidade de doar/aceitar o proton catalitico, a
H461’, cujo anel imidazol (N&1) forma uma ligacdo
hidrogénio com o E466’ (Ogl).”” O residuo E467’
possui o papel de neutralizar o positivo sitio ativo da
TR** conforme revelado no mecanismo da reacdo de
catdlise (Figura 8).

Rev. Virtual Quim. |Vol 3| |No. 4| |307-324|



Pita, S. S. da R.; Pascutti, P. G.

[Va

R NADPH NADP*
Me N_ _N__O R
:@ 7Y NADPH Me i
NH
Me N7 ;“_ j@ j@:
0) Me N
Cyss7” | N/_\NH Cy357/
X S N NH Cys [T\
Cyss; Cysss” % 578/ N NH
Cyss;~
T(SH),
o
Me N /N (0] NADP*
:@ — NH
Me N
s 0 KI
Cyss7” | —
_S NVNH
Cyssy . c
\ ys57
T-SH s NVNH
Cysss”
NADP*
A
|
Me NN O Me N. N_ _O
o= ]@[ gt = ]@
z NH
Me N Me N; N 4
. (@)
S S O
-
Cy357 S) NH Cy357 S |_N CyS57 S |_N+ A
S
Cyssy” N\ g Cyssy” AN Cyssy”
H* T-SH

Figura 8. Mecanismo quimico proposto para a catalise enzimdtica da Tripanotiona Redutase®®

O estudo cinético com derivados clorpromazinicos
carregados® revelou que uma cadeia lateral
carregada positivamente é importante na
especificidade da TR e que este grupo interage com
regido idéntica a da espermidina do substrato
(proximo ao residuo de W22 no sitio ativo, Figura 7).
Assim, é aceito que os inibidores possam ter carga
positiva para interagir com residuos especificos da TR.

O desenvolvimento de peptideos ou de analogos
de peptideos (i.e., peptideo miméticos) que
mimetizem a estrutura do substrato natural da TR,
apresenta-se COMO UM Ccampo promissor para o
desenho de novos farmacos que levem a
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desestabilizacdo da proteina-alvo ou bloqueio da sua
atividade catalitica. Assim, uma série de derivados
peptidicos foram sintetizados e testados in vitro para
inibir, de modo competitivo e seletivo em relagao ao
substrato, a TR,% apresentando valores de atividade
inibitéria de 13,8 uM, no caso do composto mais
ativo, Benzoil-Leu-Arg-Arg-f-naftilamida.®®*
Posteriormente, foram avaliados outros peptideos
gue ndo tém similaridade com a estrutura da TS,, mas
qgue possuem diferentes residuos de aminoacidos
igualmente ativos para a enzima, dos quais dois
peptideo miméticos apresentaram, in vitro, valor de
inibicdo igual a 2,4 uM.Gg Usando, in vitro, derivados
peptideo miméticos ndo-hidrolizaveis (peptoides)
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obteve-se inibigdo da TR variando de 10 a 300 pm.’
Essas informacdes indicam a possibilidade de
abordagens racionais promissoras resultarem no
desenvolvimento de farmacos tripanossomicidas uma
vez que o Trypanosoma cruzi depende da enzima TR
para o seu metabolismo.

0

4.2. Outros Alvos Enzimaticos do T. cruzi

gendmico® e
outros estudos

Com o sequenciamento
protedmico® do T. cruzi e

Pita, S. S. da R.; Pascutti, P. G.

bioquimicos,® vieram a luz diversos alvos bioldgicos
promissores para o desenvolvimento de novos
protdtipos contra o parasito, como: algumas
organelas celulares exclusivas; certas rotas
metabdlicas, algumas presentes também em outros
organismos; e, em sua grande maioria, as enzimas.
Nesta classe inclui-se, além do sistema TR/TS,,
aquelas envolvidas na sintese de poliaminas,™ as
topoisomerases, a trans-sialidase e a prolina
racemase.® Na Tabela 4 alguns destes alvos bioldgicos
sdo apresentados.

Tabela 4. principais vias bioquimicas exploradas no desenvolvimento de farmacos para a doenga de Chagas*

Rota Metabolicas

Alvos

Proteases

Biossintese de esterois

Via glicolitica
Biossintese de lipideos
Metabolismo dependente de grupos tidis

Metabolismo de pentose fosfato
Super familia de proteinas quinases

Transporte e metabolismo de poliaminas

Sintese de nucleotideos

Organelas celulares

Transferéncia de acido sialico
DNA topoisomerases

Cisteino-proteases, Serino-proteases,
Metaloproteinas e Treonino-proteases

Esterol 14-demetilase, Lanoesterol sintase,
Esqualeno epoxidase, Esqualeno sintase, D-
24(25) esterol metiltransferase, 3-Hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A redutase,
Farnesilpirofosfato sintase e Farnesiltransferase
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
Hexoquinase, Fosfofrutoquinase
Alquil-lisofosfolipideos e Glicosfingolipideos
Tripanotiona Redutase, Tripanotiona Sintetase e
Triparedoxina peroxidase
6-Fosfogluconato desidrogenase
Arginina quinase e Fosfatidilinositol-3 quinase
Arginina descarboxilase e Glutationil espermidina
sintetase
Purina fosforibosil transferases, Di-hidrofolato
redutase, Pteridina redutase e Di-hidro-orotato
desidrogenase
Nucleo e cinetoplasto, Mecanismo de transporte
de Na’/H’, Componentes da membrana e
osmorregulagdo, Glicossomo e sintese de
vitamina C
Trans-sialidase
DNA topoisomerase | e DNA topoisomerase |l

Uma vertente baseia-se na inibicdo das proteases
do parasito como a cruzaina (ou cruzipaina), esta
enzima, pertencente a classe das cisteino-proteases e
possui a maior atividade proteolitica durante os
estagios de vida dos parasitos.>*”’! Contra este alvo,
diversas classes de compostos peptidicos,”*’ ndo-
peptidicos,4'37 organometé1|icos,4 dentre outros,*
foram testados. Enzimas envolvidas na glicdlise
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parasitaria (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e
hexoquinase), no ciclo das pentoses, na sintese de
nucleotideos e na captagdo de purinas (hipoxantina
guanina fosforibosil transferase e di-hidrofolato
redutase) foram também analisadas frente a diversas
classes de inibidores.®

As enzimas da biossintese do ergosterol (Tabela 4)
representam um dos sistemas mais estudados e
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prolificos na quimioterapia da doenca de Chagas.”*”®

Esta via metabdlica é responsavel pela producdo de
componentes da membrana celular sendo o
ergosterol, o principal esterol no T. cruzi.* Resultados
de inibicdao desta via tém alcancado a fase de triagem
clinica como candidatos a farmacos anti-T. cruzi® e
diversos outros alvos dos multiplos passos dessa rota
bioquimica® continuam a serem estudados. A primeira
enzima dessa rota biossintética, a hidroxi-metil-
glutaril coenzima-A redutase, é encontrada na
mitocéndria  dos  parasitos e foi inibida
experimentalmente por estatinas.®’* Outras enzimas
da rota, tais como farnesilpirofosfatase sintetase;
esqualeno sintetase e esqualeno epoxidase; oxido-
esqualeno ciclase; esterol 14-demetilase e A-24
esterol metiltransferase sdo alvos farmacoldgicos
estudados.>*” O potencial dos compostos desta classe
pode ser observado ao se notar que dois inibidores
enzimdaticos induziram a cura parasitoldgica em
modelos animais de infec¢do aguda e cronica.””®

Estes parasitos flagelados possuem uma estrutura
Unica, chamada cinetoplasto, a qual armazena a rede
de DNA mitocondrial. Esta regido consiste de dois
tipos circulares de DNA: maxi-circulos e mini-
circulos.*’” Como os mini-circulos apresentam muitas
sequéncias AT, o DNA do cinetoplasto tornou-se um
alvo potencial para a terapia farmacoldgica.® Enzimas
como as DNA topoisomerases | e || desempenham um
papel essencial na replicagdo do DNA de T. cruzi e, o
planejamento de inibidores para estas isomerases,
tem atraido a atencdo da comunidade cientifica

resultando em alguns agentes quimioterapicos
citotdxicos.”
Diversas outras proteinas, como aquelas

envolvidas na sintese de lipoproteinas,®” ou as
envolvidas na transferéncia de acido sidlico entre o
hospedeiro e o parasito (a trans-sialidase), ou enzimas
gue participam da producdo de ATP através de a via
glicolitica® surgiram como alvos na busca de farmacos
contra o T. cruzi (Tabela 4).

A degradagdo intracelular de proteinas nos
organismos eucaridticos é executada por um
complexo multi enzimdtico de proteases denominado
de proteossomo,*’ o qual difere significativamente do
sistema encontrado nos parasitos. Assim, alguns
inibidores de proteossomos parasitarios com
estruturas quimicas andlogas a peptideos também
foram testados.”’
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5. Conclusoes

Uma vez que os investimentos para a pesquisa em
doencas tropicais negligenciadas sdo escassos, as
parcerias entre institutos de pesquisa, governos e
6rgdos de fomento sdo de vital importancia para a
continua busca de um ponto final ao sofrimento dos
milhares de pessoas afligidas por treze das principais
enfermidades tropicais. Resultados frutiferos de
parcerias intergovernamentais como as apresentadas
pela Iniciativa do Cone Sul ainda carecem de um
aporte maior e um continuo fluxo de recursos.

A fim de debelar a doenga de Chagas muito
esforcos foram envidados, tanto na area de pesquisa
basica quanto na pesquisa clinica. Neste, deve-se
reforcar o estudo de medicamentos cujas acbes ha
muito sdo conhecidas e, naquele campo, o auxilio por
modernas técnicas de estudo, descobriram
promissores alvos terapéuticos.

Contudo, apdés 102 anos da descoberta da doenca
de Chagas, nenhum principio ativo chegou ao cabo de
seu desenvolvimento. Os trabalhos de Carlos Chagas
terdo mera valia histérica caso as pesquisas para uma
terapia efetiva contra o protozodrio ndo evolua para o
desenvolvimento de um produto acabado com
reduzidos efeitos adversos, quer seja este uma vacina,
quer seja um farmaco.
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